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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a cinéticardgivacdo dé.isteria monocytogenesm suspensao,
usando clorexidina e acido peracético como ageattess, determinando os respectivos valores D,
permitindo calcular o valor Z e os diferentes vasoF. Para a obtencdo do valor D, foi realizada a
regressao linear entre os diferentes tempos desigmodo micro-organismo ao desinfetante e o log
de UFC sobreviventes, sendo D o inverso do coefei@ngular da reta ajustada. A constante Z
representa a alteracdo de concentracdo necessddagpe ocorra uma alteragcdo de um ciclo
logaritmico no tempo de morte ocasionado pelo tisinte. Para a obtencao do valor Z, realizou-se a
regressao linear entre as diferentes concentraieesinfetante (C) e o log do respectivo valor D,
sendo Z obtido a partir do inverso do coeficiemtgudar da reta ajustada. A regressao linear entre o
Log de UFC dd.. monocytogenes o0 tempo em minutos com clorexidina (0,2%, 0,1%,05%),
acido peracético (0,2%, 0,15% e 0,05%), permititerieinar os valores D nestas concentragfes
obtendo-se 1,38, 3,087 e 4,81 minutos, respectivengara a clorexidina, 1,18, 4,05 e 21,74
minutos, respectivamete, para o acido peracétmmetendo valores de Z de -0,2788 e -0,12108
respectivamente. Os Valores de F dos sanitizantdmdos mostram que a reducdo de concentracdo
afeta drasticamente o tempo necessario de expagigamlo se utiliza &cido peracético.

Palavras-chave:lnativagédoListeria monocytogenesanitizantes, acido peracético, clorexidina.
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1 INTRODUCAO

A higienizacdo na industria de alimentos esté idaemo contexto das Boas Préticas
de Fabricacdo (BPFs) e dos programas de qualidade o de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC). Assim, seu objetivalf & a obtencdo de alimentos seguros,
particularmente sob os aspectos associados asvinatdes com agentes quimicos, fisicos e
microbiolégicos, além de contribuir para a manudenglas caracteristicas sensoriais e
nutritivas desses alimentos, sendo importante tampara o controle da contaminacgao
cruzada durante a producéo (Morreli, 2008).

A industria de alimentos deve propor limites deusagca que deverdo ter um sistema
de monitoramento, de medi¢do e de registro conuémcja definida para assegurar que o
procedimento sera efetivo e o que foi estabeleseigd alcancado. Dentro dos limites
estabelecidos, pode-se considerar que os perigosogs, fisicos e ou microbiologicos serao
controlados. Dentre desses controles estdo induigor exemplo, as concentragdes dos
principios ativos das solu¢des sanitizantes;

Deve-se selecionar sanitizantes que sejam aproyaados 0rgaos competentes, como
os Ministérios da Saude e da Agricultura; apreser@mplo espectro de acdo antimicrobiana
e capazes de destruir rapidamente os micro-orgasjsm sejam estaveis sob variadas
condicOes de uso e que possuam baixa toxidadeasidade (Andrade et al., 2008).

O &cido peracético, também chamado de peréxido aildo dacético ou &acido
peroxiacético € obtido pela reacdo do acido acéticanidrido acético com o peroxido de
hidrogénio. E um excelente sanitizante pela graagacidade de oxidacdo dos componentes
celulares dos micro-organismos, tendo uma répida acbaixas concentracfes (0,0001% a
0,2%) sobre um amplo espectro de micro-organisE@sporicida em baixas temperaturas e
continua efetivo na presenca de material organgtwi® portanto, um biocida efetivo sem
residual toxico. Sua acgdo biocida é influenciadi pencentracdo, temperatura e tipo de
micro-organismos (Nascimento, 2002). O acido pe¢iarétua diretamente nas bases da
molécula de DNA que séo capazes de inativar aasstatle uma enzima que pode interferir
nos radicais hidroxi, podendo ocorrer uma desngdiorale proteinas e enzimas dos micro-

organismos (Block, 1991).
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A clorexidina € uma substancia quimica que foodtizida ha muitos anos como anti-
séptico de largo espectro contra bactérias Grantiyasse negativas (Davies et al., 1954). E
uma biguandina com propriedades catidnicas. Quimacde é classificada como Digluconato
de Clorexidina, molécula estavel que quando ingeéicexcretada pelas vias normais, sendo
que a peguena porcentagem retida no organismo nddxiéa. Quando em baixas
concentracdes, provoca lixiviacdo de substanciggedaeno peso molecular, como o potassio
e o fésforo, exercendo efeito bacteriostatico d@dveida em altas concentragdes (Denton,
1991). O mecanismo de acdo da clorexidina se egizgtpela rapida absorcao pelas células
bacterianas, resultando em diversas modificac@ekgicas que afetam a permeabilidade e
propriedades oticas. A quantidade do agente quiralzsorvida € proporcional a sua
concentracdo, a densidade da célula bacterianaa@anposicdo e pH do meio. Pesquisas
revelam que a clorexidina reage com a célula @ peerigrupamentos lipofébicos, provocando
uma desorientacdo de membrana lipoproteica, oeyged uma alteracdo em sua funcao de
barreira osmotica (Andrade & Macedo, 1996).

Listeria monocytogengem sido considerado o mais importante patogersitnitido
por alimentos devido a alta taxa de morte em graigogsco (Thévenot et al., 2005), e pela
sua capacidade de sobreviver em condi¢des ady@faebioff, 1992; Incze, 1998; Bolton &
Frank, 1999; Bonnet & Monteville, 2005).

As empresas fornecedoras de sanitizantes os indbeaien qualquer problema, pois
guase todos afirmam que a eficiéncia do produtoaédg para varios micro-organismos.
Desta forma, a escolha de um sanitizante adequataté importante para o alcance de um
resultado final satisfatorio nos indices microbgiéds, mas para iSso € necessario um
conhecimento do tipo de problema que se quer teatambém da eficiéncia do sanitizante
frente ao meio utilizado e aos micro-organismoseumees. Com baseno exposto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a cinética de inativadéd.isteria monocytogenesm suspensao,
usando clorexidina e acido peracético como ageatiess, determinando os respectivos

valores D, permitindo calcular o valor Z e os difges valores F.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Cinética de inativacao Hesteria monocytogenesm suspensao

Foram avaliadas as curvas cinéticas de letalidad&isteria monocytogenesm
diferentes tempos e concentracbes de sanitizartksexidina e acido peracético)
determinando os respectivos valores D, permitiradloutar o valor Z e os diferentes valores
F.

A linhagem deL. monocytogene¢ATCC 7644) mantida em meio Luria Bentani
(triptona 10,0 g/L, extrato de levedura 5,0 g/L,ON&®,0 g/L) a 4°C foi subcultivada para
preparacao do indculo em caldo padrao de contatggatoa 5,0 g/L, extrato de levedura 2,5
g/L, e dextrose 1,0 g/L) a 35°C por 24 horas.

A partir deste inéculo foram preparadas diluichesagua destilada (10"0 a 10-8) e
em cada réplica de diluicdo foi adicionada umareifee concentracdo do desinfetante
clorexidina (2,0, 1,0 e 0,5 mL/L) e acido peracgt{2,0, 1,5 e 0,5 mL/L), mantidos a 25°C.
Estas diluicbes foram inoculadas em meio agar padiedcontagem (agar 10 g/L, triptona 5
g/L, extrato de levedura 2,5 g/L, e dextrose 110 gpds diferentes tempos de exposicdo ao
desinfetante (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 79810; 12,5; 15; 18 e 20 minutos) e incubados a
35°C por 24 horas. Diluicdes sem o desinfetantdéamforam inoculadas em Agar padrao de
contagem e incubadas a 35°C por 24 horas pararietero numero inicial de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC).

As contagens foram realizadas nas placas oriundssdiduicbes com um numero
inferior a 350 colénias em cada um dos tempos @®sgiao ao desinfetante. Todas as
determinacdes foram feitas em duplicata e os eetdtexpressos como valor médio.

O modelo matematico para determinar o tempo decé&ddecimal (valor-D) dé.
monocytogeneem uma determinada concentracdo do desinfetamtdafeado em um
balanco diferencial de primeira ordem (baseado @mlasidades com processos de

tratamento térmico):
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dN
=S = kN 1)
dt

Onde N é o niumero de UCF, t é tempo de processa, ¢onstante de proporcionalidade.
Integrando-se a Equacédo (1) com a seguinte candigdal N (t=0) = N, onde N é

o0 numero de UCF inicial, tem-se;
INN—=In N, =—kt (2)

Rearranjando a Equacéao (2) em termos de log tem-se

Iog[Nﬁj = —%t 3)

onde, k = 1/D e D definido como a constante deg&dwecimal, a qual representa o tempo

necessario para haver a ocorréncia de 1 (um)loigloo processo.

Para a obtencé&o do valor D, foi realizada a re§einear entre os diferentes tempos
de exposicdo do micro-organismo ao desinfetantdog ale UFC sobreviventes, sendo D o
inverso do coeficiente angular da reta ajustada.

A constante de resisténcia de morteLdenonocytogeneao desinfetante (valor-Z)

foi determinada pela seguinte equacéao:

Iog(%j = %(cl -GC,) (4)

Onde D e D, sdo valores de reducédo decimal obtidos para asentmacdes Cl e C2,
respectivamente. A constante Z representa a dierde concentracdo necessaria para que
ocorra uma alteracdo de um ciclo log (90% de regugé tempo de morte ocasionado pelo

desinfetante.
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Para a obtencdo do valor Z, foi realizada a redmedinear entre as diferentes
concentracdes do desinfetante (C) e o log do réspealor D, sendo Z obtido a partir do
inverso do coeficiente angular da reta ajustada.

E interessante salientar que a Equacao (4) é derfuental importancia e utilidade em
projetos, simulacdes e aplicaces industriais doyip em foco neste trabalho. A partir do
conhecimento da constante Z e dos valores de Dlumm concentracdo C1 pode-se

determinar o valor da concentracéo de aplicacguwatiuto.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Cinética de inativacdo desteria monocytogeneem suspensdo usando diferentes

sanitizantes como agente ativo

2.2.1.1 Clorexidina

A regresséo linear entre o Log de UFCLdenonocytogenes o tempo em minutos
com clorexidina a 0,2%, 0,1% 0,05%, permitiu deteamos valores D nestas concentragdes
obtendo-se 1,38, 3,09 e 4,81 minutos, respectivianen

Mazzola et al. (2003) realizaram a determinacatedgpo de reducéo decimal (valor-
D) com clorexidina em diferentes bactérias. As sepegetativas que mostraram a maior
resisténcia a solucdo de 0,4% clorexidina forBmterococcus cloaca¢D=8,3 min) e
Staphylococcus aurey®=5,9 min). As mais sensiveis foraln calcoaceticu§D=4,1 min),
Serratia marcescen®=4,0 min) eEscherichia coli(D=3,0 min). Um intervalo de tempo de
3 a 4 minutos foi o bastante para reduzir 90% daulagado deE. coli, S. marcescens A.
calcoaceticus uma reducdo de 3 logl0 para estas espécies vanipa 9 a 12 minutos.
Esporos expostos a 2% de clorexidina mostraranresld proximos entre si com D=9,1 min
paraBacillus stearothermophilus D=6,7 min par8acillus subtilis

A regressao linear entre o Log dos valores DLdenonocytogenesm relacdo as
concentracdes de clorexidina testadas, mostrodi¢aridade entre os diferentes valores D
obtidos e forneceu um valor Z de -0,27882. Usamdo-svalor Z calculado, foi possivel
determinar diferentes valores de D em diferentes@atracdes de uso. Plotando-se os valores

de D calculados e valores de D experimentais, ebdevuma alta correlacdo linear (R2 =
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0,9999) e um valor calculado de -0,27866, semethaotvalor Z determinado pela regressao
entre os valores D e concentracdes experimen@is/g82).

Assim, com contagens hipotéticas iniciais de 1000, e 10 UFC/cm2 resultam em
tempos exigidos de contato de 8,28, 6,9 e 5,52 twsnde clorexidina a 0,2% (valor D=1,38
min). Ja utilizando-se a concentracdo de 0,05%oK\Ma£12,35 min) e as mesmas contagens
hipotéticas, os tempos necessarios de contato $586;224,05 e 19,24 minutos,
respectivamente. Nas mesmas condi¢cdes, com umardomgdo de 0,1% de clorexidina
(valor D=3,09 min), tempos intermediarios sdo ne&ess (18,52; 15,43 e 12,35 minutos).

2.2.1.2 Acido peracético

A regresséo linear entre o Log de UFCLdenonocytogenes o tempo em minutos
com acido peracético a 0,2%, 0,15% e 0,05%, perndiiterminar os valores D nestas
concentracdes obtendo-se 1,18, 4,05 e 21,74 mingspectivamente. A regressao linear
entre o Log dos valores D de monocytogeneem relacdo as concentracbes de acido
peracético testadas, mostrou alta linearidade estdiferentes valores D obtidos e forneceu
um valor Z de -0,12108.

Usando-se o valor Z calculado, foi possivel deteamdiferentes valores de D em
diferentes concentracbes de uso. Plotando-se osesatle D calculados e valores de D
experimentais, obteve-se uma alta correlacéo lifRar= 0,9973) e um valor calculado de -
0,12112, semelhante ao valor Z determinado pelaess8o entre os valores D e
concentracdes experimentais (-0,12108).

Assim, com contagens hipotéticas iniciais de 10@D, e 10 UFC/cm2 resultam em
tempos exigidos de contato de 7,08, 5,9 e 4,72 twsnde acido peracético a 0,2% (valor
D=1,18 min). J& utilizando-se a concentracdo d&%,Qvalor D=21,74 min) e as mesmas
contagens hipotéticas, os tempos necessarios detesdo 130,44, 108,70 e 86,96 minutos,
respectivamente. Nas mesmas condi¢cbes, com umeertomgdo de 0,15% de &acido
peracético (valor D=4,05 min), tempos intermed&rsdo necessarios (24,3, 20,25 e 16,20

minutos).

2.2.1.3 Comparacéao entre os diferentes sanitizantes
Considerando a aplicacédo destes resultados em lami pndustrial com diferentes

niveis de contaminacao inicial e uma contagem de310FC/cm”2 para uma desinfeccdo
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eficiente (Stumbo, 1948a,b; Abraham et al., 199f)Jepse calcular o tempo necessario de
contato do sanitizante.

A Tabela 1 apresenta os valores de D, Z e F pataziea carga dd.isteria
monocytogenea 1 x 10"-3 UFC/cm”2, usando clorexidina e acidmpético, em diferentes
concentracdes e contagens iniciais. Observa-sa gegucao na concentracao de clorexidina
de 0,2% para 0,05% provoca um aumento de 3,48 vexésmpo de exposicdo necessario
para reduzir a carga désteria monocytogenes 1,0 x 10-3 UFC/cm2. Com &acido peracético
a mesma reducdo de concentracdo (0,2 para 0,05Warem um aumento de 18,42 vezes
neste tempo. Como ja esperado, ao analisar osegdfocom contagens iniciais de 1,0 x 10"3
para 1,0 x 1071, verifica-se uma reducdo de 1,5esremo tempo de exposicao,
independentemente do sanitizante e concentraca®gagos.

Embora alguns autores tenham reportado um compentarmao linear da taxa de
morte de determinados micro-organismos frente aratites desinfetantes (Campbell &
Dimmick, 1966; Turners, 1983; Sutton et al., 199k)resultados do presente estudo indicam
um comportamento linear do tempo de reducdo decdmdl. monocytogenegrente a

clorexidina.

Tabela 1 - Valores D, Z e F para reduzir a cargd.ideria monocytogenea 1 x 10°

UFC/cnf, usando clorexidina e &cido peracético, em difereconcentracdes e contagens

iniciais.
~ Valor F (min)
Sanitizante Conc(%/n)tragao V(a TL?II"I)D Contagem inicial (UFC/cnf)
° 10x10 1,0x16 1,0x10
Clorexidina 0,2 1,38 8,28 6,90 5,52
(Valor Z = - 0,1 3,09 18,52 15,43 12,35
0,279) 0,05 12,35 28,86 24,05 19,24
Acido Peracético 0,2 1,18 7,08 5,90 4,72
(Valor Z = - 0,15 4,05 24,30 20,25 16,20
0,121) 0,05 21,74 130,44 108,70 86,96

Estes resultados sdo de grande utilidade na todeadacisdo quanto ao procedimento
de higienizacdo de uma planta industrial, pois gerna escolha da melhor relagéo
concentracdo de produto/tempo de exposi¢cdo, visandeducdo de custos sem perda de

eficiéncia do sanitizante.
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3 CONCLUSAO

A regresséo linear entre o Log de UFCLdenonocytogenes o tempo em minutos
com clorexidina (0,2%, 0,1% e 0,05%), &cido peiaoét0,2%, 0,15% e 0,05%), permitiu
determinar os valores D nestas concentracdes abtmdl,38, 3,087 e 4,81 minutos,
respectivamente, para a clorexidina, 1,18, 4,0%,@42minutos, respectivamete, para o acido
peracético, fornecendo valores de Z de -0,278812108 respectivamente. Os Valores de F
dos sanitizantes avaliados mostram que a reducawmmeentracdo afeta drasticamente o
tempo necessario de exposicao quando se utilida geracético. Os resultados relacionados
a inativacdo dé.. monocytogenesdicam um comportamento linear do tempo de remuca

decimal deste micro-organismo frente os sanitizaataliados.
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